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Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganlsmen in einer Probe 

Die Identifizierung von Mikroorganismen konnte viele Jahrzehnte nur nach vorherge- 
hender Kultivierung der Mikroorganismen und damit einliergehender Amplifizierung er- 
folgen. Diese Kultivierung erfolgt z.B. fur Viren auf ihrem jeweiligen WirLSorganismus, fur 
Bakterien. Pilze und einzellige Algen in Nahrmedien. Fur die Erfassung der Anzahl le- 
bensfahiger l\/1ikroorganismen in einer bestimmten Probe wurden Medien bzw. Bedin- 
gungen gewahit, welche ein selektive Erfassung bestimmter Gruppen weitgeiiend aus- 
schlieaen sollten. So wurden z.B. von bakteriellen Einzelkolonien Reinkulturen angelegt 
und diese aufgrund phanotypischer Merkmale, z.B. ihrer Morphoiogie und Stoffwechsel- 
wege, identifiziert. Die Identifiziemng von Mikroorganismen nach vorheriger Kultivienjng 
ist jedoch mit zwei entscheidenden Nachteilen verbunden. Erstens belegen Untersu- 
chungen an den verschiedensten Umweltproben, daH nur 0.1 bis 14 % aller Bakterien 
z.Z. kultivierbar sind. Zweitens konnte bewiesen werden, da(2> bei der Kultivierung starke 
Populationsverschiebungen auftreten konnen, d.h. bestimmte Bakteriengruppen im La- 
bor bevorzugt bzw. andere diskriminiert werden. 

Dies bedeutet nicht nur. da(i ein Gro(3.teil der Bakterien in Umweltproben nicht erkannt 
werden kann, sondern auch. da(i diejenigen Bakterien, welche identifiziert werden, meist 
ein verzerrtes Abbild derwahren Populationsstrukturen darstellen. Fehleinschatzungen 
der Populationsverhaitnisse in bezug auf Identifizierung und Quantifizierung der Bakteri- 
' en sind die Folge. 

Anfang der neunziger Jahre wurde ein Verfahren zur insitu-Hybridisiemng mit fluores- 
zenzmarkierten Oligonukteotidsonden entwickelt, das in vielen Umweltproben erfolgreich 
zum Einsatz kam (Amann et al.. 1990). Dieses "FISH" genannte (Fluoreszierende in si- 
tu-Hybridisierung) Verfahren beruht auf der Tatsache, dad die in jeder Zelle vorhande- 
nen ribosomalen RNAs (rRNAs) hochkonservlerte. d.h. wenig spezifische, und weniger 
konservierte, d.h. gattungs- und artspezifische Sequenzen umfalit. Schon Mitte der 
achtziger Jahre wurde gezeigt, da(i die Sequenzen der 16S- und 23S-rRNA zur Identifi- 
zierung von Mikroorganismen genutzt werden konnen (Woese 1987; De Long et al.. 
1989). Bei dem FISH-Verfahren werden fluoreszenzmarkierte Gensonden. deren Se- 
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quenzen einer bestimmten Region auf der ribosomalen Zielsequenz komplementar sind, 
in die Zelle geschleust. Die Sondenmoiekule sind in der Regel 16 bis 20 Basen lange, 
einzelstrangige Desoxyribonukleinsaurestucke und sind einem Zielbereich komplemen- 
tar. der fur eine bestimmte Bakterienart Oder eine bakterieile Gattung speziflscin ist. Fin- 
det die fluoreszenzmarkierte Gensonde in einer Bakterienzelle ihre Zielsequenz. so bin- 
det sie daran und die Zellen konnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im Fluoreszenzmikro- 
skop detektiert werden. 

Es konnte gezeigt werden, dalS durch die insitu-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkier- 
ten Sonden bis zu 90% einer Bakteriengesamtpopulation detektiert werden konnen. Das 
Verfahren stellt daher bereits eine wesentliche Verbesserung gegenuber dem Stand der 
Technik dar. der die Detektion von maximal 14% der Bakterienpopulation einer Umwelt- 
probe moglich machte. Daruber hinaus eriaubt es das Verfahren der in situ -Hvbridi- 
sierung mit fiuoreszenzmarkierten Sonden, den aktiven Anteil einer Population zu be- 
stimmen, indem das VerhSltnis einer gegen alle Bakterien gerichteten Sonde und dem 
Trockengewicht bestimmt wird. Schliefllich eriaubt das Verfahren, Bakterien direkt am 
Ort ihres Wirkens sichtbar zu machen, wodurch Wechselwirkungen zwischen verschie- 
denen Bakterienpopulation erkannt und analysiert werden konnen. 

Innerhalb der letzten Jahre wurde die Technik der insitu-Hybridisierung mit fiuores- 
zenzmarkierten Sonden fur die verschiedensten Umweltproben ausgetestet und erfolg- 
reich angewandt. So konnten durch den Einsatz von Gensonden im Boden. in Protozo- 
en, in Biofilmen, in der Luft. in Seen, in biologisch aktivierten Filtem und im Abwasser 
von Klaranlagen die jeweiligen Bakterienpopulationen untersucht und neuartige Bakteri- 
en identifiziert werden. Der Schwerpunkt lag hierbei in der Analyse der Bakterienpopula- 
tionen bei der Abwasserreinigung. TropfkPrper-. Raumfiltrations- und Belebtschlamman- 
lagen wurden ebenso untersucht wie die Nachkiarbecken und entsprechenden Vorfluter 
(Snaidr et al.. 1997;). Durch die insitu-Hybridisierungstechnik konnte gezeigt werden, 
dafi es bei der Erfassung der Belebtschlammflora durch Kultivierung zu einem Kultivie- 
rungsshift kommt (Wagner et al., 1993a). Kultivierungsabhangige Verfahren liefern da- 
her nur einen sehr verfaischten Einblick in die Zusammensetzung und Dynamik der mi- 
krobiellen BiozPnose. Durch diese Medium-abhangige Verzerrung der realen VerhSIt- 
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nisse innerhalb der Bakterienpopulation werden Bakterien, die im Belebtschlamm eine 
untergeordnete Rolie spielen. aber den eingesetzten Kultivierungsbedingungen gut an- 
gepaRtsind. in ihrer Bedeutung dramatisch uberschatzt. So konnte gezeigt werden. dafl 
aufgrund eines solchen Kultivierungsarlifaktes die Bakteriengattung Acinetobacterbe- 
zuglich ihrer Rolle als biologischer Phosphatentferner in der Abwasserreinigung vollig 
falsch eingeschatzt wurde. 

Obwohl die insitu-Hybridisierung mit den neu entwickelten fluoreszenzmarkierten Gen- 
sonden eine rasche und genaue Analyse von Bakterienpopulationen im Abwasser mog- 
lich macht. konnte sie sich in der Praxis noch nicht durchsetzen. Grunde hierfur sind der 
hohe Anschaffungspreis fQr die benotigten technischen Gerate wie Fluoreszenzmikro- 
skope. der Bedarf an qualifizierten Kraften. welche fur die Durchfuhrung und Auswer- 
tung zur Verfugung stehen mussen. sowie die daraus resultierende geringe Anzahl 
moglicher Referenzmessungen. Weiterhin ist ein hoher Zeitaufwand fur das Auszahlen 
derdetektierten Bakterienpopulationen (Quantifizierung) notwendig. Uberdies erfordert 
das Auszahlen hohe Erfahmngswerte. da zwischen echten (Sondenbindung hat tat- 
sachlich stattgefunden) und falschen Signalen (Autofluoreszenz, keine Zellen) unter- 
schieden werden muG. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es daher. ein Verfahren zur Verfugung zu stel- 
Jjk len, mit dem Mikroorganismen mOglichst ohne vorherige Kultivierung nachgewiesen und 
^^gegebenenfalls quantifiziert werden kOnnen. 

ErfindungsgemaiS wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zum Nachweis von IVIikroor- 
ganismen in einer Probe mittels einer Nukleinsauresonde geldst, wobei das Verfahren 
die folgenden Schritte umfaftt: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren NukleinsSureson- 
denmolekulen, urn eine Hybridisienjng herbeizufuhren; 



t. - 
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c) Entfemen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule; 

d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und 

e) Detektleren und gegebenenfalls Quantifizieren der abgelOsten Nukleinsaureson- 
denmolekule. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung soil unter "Fixieren" von Mikroorganismen eine 
Behandlung verstanden werden. mit der die den jeweiligen Mikroorganismus umgeben- 
den HOIIen so durchlSssig gemacht werden sollen. daft die NukleinsSuresonde mit der 
gegebenenfalls kovalent verbundenen Markierung durch die Hulle penetrieren kann, um 
so die Zielsequenzen im Zellinneren erreichen zu kdnnen. Bei der Hulle kann as sich 
Z.B. um die ein Virus umgebende Lipidhulle. um die Zellwand eines Bakteriums Oder die 
Zellmembran eines einzelligen Tierchens handeln. Zur Fixierung wird ubliche.-weise eine 
geringprozentige Parafomialdehydlosung verwendet. Sollte mit einer Paraformaldehyd- 
IQsung im Einzelfall die einen Mikroorganismus umgebende Schutzhulle nicht penetrier- 
bar gemacht werden kdnnen, so sind dem Fachmann ausreichend weitere MaEnahmen 
bekannt, die zu demselben Ergebnis fuhren. Dazu z^hlen beispielsweise Ethanol. 
Methanol, Mischungen dieser Alkohole mit Paraformaldehyd, enzymatische Behandlun- 
gen, Ultraschallbehandlung etc.. 



tei einer NukleinsSuresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- Oder 
RNA-Sonde handeln. die in der Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide umfassen wird. 
bevorzugt zwischen 12 und 100 oder 15 und 50. besonders bevorzugt zwischen 17 und 
25 Nukleotide. Die NukleinsSuresonde ist so ausgewahlt. daft es eine zu ihr komple- 
mentare Sequenz im nachzuweisenden Mikroorganismus bzw. in der Gruppe nachzu- 
weisender Mikroorganismen gibt. Komplementaritat muB bei einer Sonde von nur ca. 15 
Nukleotiden uber 100 % der Sequenz gegeben sein. bei Oiigonukleotiden mit mehr als 
15 Nukleotiden sind ein bis mehrere Fehlpaarungsstellen eriaubt. Es muS jedoch ge- 
wahrleistet sein. daft das Nukleinsauresondenmolekul mit moderaten und/oder stringen- 
ten Hybridisierungsbedingungen tatsachlich mit der Zielsequenz hybridisiert. Moderate 
Bedingungen im Sinne der Erfindung sind z.B. 0 % Fromamid in einem Hybridisiemngs- 



puffer wie er in Beispiel 1 beschrieben ist. Stringente Bedingungen im Sinne der Erfin- 
dung sind beispielsweise 20 - 80 % Formamid in dem in Punkt 5.2 von Beispiel 1 be- 
schriebenen Puffer. Die Auswahl der jeweiiigen Nukleinsauresonde erfolgt in Abhangig- 
keit vom nachzuweisenden iVIikroorganismus: Sollen beispielsweise nur Mikroorganis- 
men der Gattung Streptococcus salivarius nachgewiesen werden, nicht jedoch Mikroor- 
ganismen der Gattung Streptococcus thermophilus, so wird der Fachmann eine geeig- 
nete Sequenz auswShlen. die in Streptococcus salivarius auftritt. in Streptococcus 
thermophilus dagegen nicht. Typischerweise werden diese Sequenzen aus der 16S- 
oder23S-rRNA ausgewShlt. Ist dagegen enwCinscht, alle Bakterien der Gattung Strepto- 
coccus zu erfassen, wird eine Sequenz ausgewahit werden, die Streptococcus salivarius 
und Streptococcus thermophilus sowie weiteren Spezies der Gattung Streptococcus 
gemeinsam ist. Fur solche Sequenzen sind in der Literatur bereits vieie Beispieie verof- 
fentlicht, siehe z.B. Beimfohr et al., 1S93. Die Nukleinsauresonde kann dabei komple- 
mentar zu einer chromosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRNA 
Oder rRNA des nachzuweisenden Mikroorganismus. Dabei ist es bevorzugt, Nukleinsau- 
resonden zu wahlen, die einem Bereich komplementar sind, der in einer Kopienzahl von 
mehr als 1 im jeweiiigen nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. Die nachzuwei- 
sende Sequenz liegt bevorzugt 500 - 100000 mal pro Zelle vor, besonders bevorzugt 
1000 - 50000 mal. Dies ist ein weiterer Goind, warum die Nukleinsauresonde besonders 
bevorzugt komplementar zu einer rRNA ist: die ribosomalen RNAs sind Bestandteile der 
LRibosomen. die, da sie die Protelnsynthesemolekule darstellen, in jeder aktiven Zelle 
■'ieltausendfach vorhanden sind. 

ErfindungsgemaR wird die Nukleinsauresonde mit dem im obengenannten Sinne fixier- 
ten Mikroorganismus inkubiert, um so ein Eindringen der Nukleinsauresondenmolekule 
in den Mikroorganismus und die Hybridisierung von Nukleinsauresondenmolekulen mit 
den Nukleinsauren des Mikroorganismus zu erlauben. Daran anschlieftend werden nicht 
hybridisierte Nukleinsauresondenmolekule durch ubliche Waschschritte entfemt. Im Ge- 
gensatz zum herkommlichen FISH-Verfahren werden nunmehr jedoch nicht die hybridi- 
sierten Nukleinsauresondenmolekule in situ , also im jeweiiigen Mikroorganismus, belas- 
sen. sondem von der nachzuweisenden Nukleinsaure wiederum abgelost und von zellu- 
laren Bestandteilen getrennt, detektiert und gegebenenfalls quantifiziert. Voraussetzung 
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dafur ist, daft das erfindungsgema(3. verwendete NukleinsauresondenmolekQI nachweis- 
bar ist. Diese Nachweisbarkeit kann z.B. durch kovalente Verbindung des NukleinsSu- 
resondenmolekuls mit einem detektierbaren Marker sichergestellt werclen. Als detektier- 
bare Marker werden ubiicherweise fluoreszierende Gruppen, z.B. Cy-2, Cy-3 Oder Cy-5, 
FITC, CT, TRITC oder Fluos-Prime verwendet, die dem Fachmann alle wohlbekannt 
sind; der Vollstandigkeit halber sind einige Marker, ihre Eigenschaften und Bezugsquel- 
len in derfolgenden Tabelle 1 angegeben. 

5,(6)-Carboxyfluorescein-N-lnydroxysuccinimedester (Boehrihger Mann- 
heim. Mannheim. FRG); e = 7.50 x 104 morM"\ Abs^ax bei 494 nm; Emmax 
bei 518 nm, MG = 473. 

Tetramethyirhodamin-5,6 isothiocyanat (Isomer G. Molecular Probes Inc. 
Eugene, USA, Lambda, Graz. AT); e=1.07 x 105 mor''r''; Abs,T,ax bei 537 
nm; Em^ax bei 566 nm, MG = 479. 

5, (6)-Carboxytetramethylrhodamin-N-hydroxysuccinimidester (Molecular 
Probes inc., Eugene. USA); e = 0,87 x 105 moj-'r''; Abs„,ax bei 537 nm; 
Emmax bei 566 nm. 

NHS-Estervon Cy5.18 (Biological Detection Systems, Pittsburgh, USA); 
(Amersham Life Sciences, Inc.. Arlington Heights. USA); e = 1,5 x 105 
mor'r' AbSmaxbel 532 nm; Em^axbei 565 nm. MG = 765.95. 
NHS-Estervon Cy5.18 (Biological Detection Systems. Pittsburgh, USA); 
(Amersham Life Sciences. Inc., Arlington Heights. USA); e = > 2 x 105 
mor'r^ Abs„ax bei 650 nm; Em^ax bei 667 nm. MG = 791.99. 

Bei Verwendung von gluoreszierenden Markem nennen die Erfinder das Verfahren 
..Fast-FISH" in Aniehnung an das oben erwahnte .,FISH"-Verfahren. 

Altemativ werden chemolumineszierende Gruppen oder radioaktive Markierungen, z.B. 
355^ 32p, ^"1^ verwendet. Nachweisbarkeit kann aber auch gegeben sein durch Kopplung 
des Nukleinsauresondenmolekuls mit einem enzymatisch aktiven Moiekul, beispielswei- 
se alkalischer Phosphatase, saurer Phosphatase, Peroxidase. Meerrettichperoxidase, 
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p-D-Galaktosidase Oder Glukoseoxidase. FQr jedes dieser Enzyme ist eine Reihe von 
Chromogenen bekannt, die anstelle des naturlichen Substrats umgesetzt werden kon- 
nen. und entweder zu farbigen Oder zu flucreszierenden Produkten umgesetzt werden 
kdnnen. Beispiele fur solche Chromogene sind in der nachfoigenden Tabelle 2 angege- 
ben. 



TABELLE 2 



Enzyme 


Chromogen 


1. Alkalische Phosphatase und 
saure Phosphatase 


4-MeinyiUmDeiiiTeryipno5pricii ^ 
Bis(4-Methylumbelliferylphosphat), (*) 3-0- 
Mpthvlfluoreszsin Flavon-3- 
Diphosphattriammoniumsalz (*), p- 
Nitrophenylphosphatdinatriumsalz. 


2. Peroxidase 


Tyraminhydrochlorid (*). 3-(p-Hydroxyphenyl)- 
Propionsaure f ), p-Hydroxyphenethyla!kohol (*), 
2,2'-Azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfonsaure \ 
(ABTS), ortho-Phenylendiamindihydrochlorid, o- 
Dianisidin, 5-Aminosalicylsaure, p-Ucresol (*). 3,3'- 
dimethyloxybenzidin, 3-Methyl-2-benzothia- 
zolinhydrazon. Tetramethylbenzidin 


■B. Meenrettichperoxidase 


H2O2 + Diammoniumbenzidin 
K2O2 + Tetramethylbenzidin 


4. p-D-Galaktosidase 


o-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid, 
4-Methylumbeliiferyl-p-D-galaktosid 


5. Glukoseoxidase 


ABTS, Glukose und Thiazolylblau 



•Fluoreszenz 



SchlieBlich ist es mCglich, die Nukleinsauresondenmolekuie so zu gestalten, daa an ih- 
rem 5'- oder 3'-Ende eine weltere zur Hybridisienjng geeignete Nukleins^uresequenz 
vorhanden ist. Diese Nukleinsauresequenz umfafit wiedemm ca. 15 bis 1000, bevorzugt 
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15 bis 50 Nukleotide. Dieserzweite Nukleinsaurebereich kann wiedemm von Oligonu- 
kleotidsonden erkannt werden. die durch eines der obenerwahnten Mittel nachweisbar 
sind. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren Nukleinsaureson- 
denmolekule mit einem Hapten. Nach Ablosung der Nukleinsauresondenmolekule von 
der Zielnukleinsaure konnen die nunnnehr separat vorliegenden Nukleinsauresonden- 
molekule mit das Hapten erkennenden nachweisbaren Antikorpern in Kontakt gebracht 
werden. Ein bekanntes Beispiel fur ein solches Hapten ist Digoxigenin Oder seine Deri- 
vate. Dem Fachmann sind uber die angegebenen Beispiele hinaus viele weitere Mog- 
lichkeiten bekannt, ein zur Hybridisierung verwendetes Oligonukleotid zu detektieren 
und zu quantifizieren. 

Die Vielzahl moglicher Markierungen ermoglicht auch den gleichzeitigen Nachweis von 
2 Oder mehr verschiedenen, sich uberlappenden Oder sich nicht uberlappenden Popu- 
iationen. So kann z.B. durch VeoA^endung von 2 verschiedenen Fluoreszenzmarkern 
Streptococcus salivarius neben Streptococcus thermophilus, Oder Streptococcus saliva- 
n'us neben der Streptococcen-Gesamtpopulation nachgewiesen werden. 

Der mittels des erfindungsgemalien Verfahrens nachzuweisende Mikroorganismus kann 
ein prokaryontischer Oder eukaryontischer Mikroorganismus sein. In den meisten Fallen 
ird es eoA/unscht sein, einzellige Mikroorganismen nachzuweisen. Relevante Mikroor- 
ismen sind dabei vor allem Hefen, Bakterien, Algen Oder Pilze. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt 
es sich bei dem Mikroorganismus um einen Angehorigen der Gattung Salmonella, 

Das erfindungsgema(3»e Verfahren kann vielfaltig angewendet werden. So ist es z.B. 
geeignet, Umweltproben auf das Vorhandensein bestimmter Mikroorganismen zu unter- 
suchen. Diese Umweltproben konnen aus dem Wasser. aus dem Boden Oder aus der 
Luft entnommen sein. Fur den Nachweis von bestimmten Bakterien in Umweltproben ist 
nomnalerweise keinerlei vorausgehende Kultivienjng notwendig. 



9 



Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet fur das erfindungsgemafie Verfahren ist die 
Kontrolle von Lebensmittelproben. In bevorzugten Ausfuhrungsformen werden die Le- 
bensmittelproben aus Milch Oder Milchprodukten (Joghurt. Quark, Kase, Butter, Butter- 
milch), Trinkwasser, Getranken (Safte, Limonade, Bier), Backwaren Oder Fleischwaren 
entnommen. Fur den Nachweis von Mikroorganismen in Lebensmitteln kann u. U. eine 
vorherige Kultivierung erwunscht Oder sogar vorgeschrieben sein. So ist es notwendig, 
z. B. fur den Nachweis von 1 (einer) Salmonelle in 25 ml Milch, diese eine zeittang zu 
kultivieren, um anschliellend auch mit statistischer Zuverlassigkeit eine Oder mehrere 
Salmonellen im Probenvoiumen zu haben. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren kann weiter zur Untersuchung medizinischer Proben 
eingesetzt werden. Dabei ist es sowohl fur die Untersuchung von Gewebeproben, z.B. 
Biopsiematerial aus der Lunge, Tumor- oder entzundlichem Gewebe, aus Sekreten wie 
Schweifi, Speichel, Sperma und Ausflufi aus der Nase, Harnrohre oder Vagina sowie fur 
Stuhl- und Urinuntersuchungen geeignet. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das vortiegende Verfahren ist die Untersuchung von 
Abwassern, z.B. Belebtschlamm. Faulschlamm oder anaeroben Schlamm. Daruberhin- 
aus ist es geeignet, Biofilme in industriellen Aniagen zu analysieren, sowie auch sich 
aturlicherweise bildende Biofilme oder bei der Abwasserreinigung bildende Biofilme zu 
ersuchen. Schliefilich ist es auch zur Untersuchung und Qualitatskontrolle pharma- 
tischer und kosmetischer Produkte, z.B. von Salben, Cremes, Tinkturen, Saften etc. 
■gnet. 

Das e ndungsgemafJe Verfahren stellt eine Moglichkeit dar, die in situ -Hybridisierung 
zur Zellidentifizierung und gegebenenfalis Quantifizierung in der Praxis zu etablieren. 
Die erforderliche Ausstattung wurde sich z.B. bei Verwendung Fiuoreszenzmolekulson- 
den auf den Erwerb eines Fluorometers beschranken (max ca. DM 18000.-). Im Ge- 
gensatz dazu bewegt sich ein Epifluoreszenzmikroskop. das zur Durchfuhrung des her- 
kommlichen FISH-Verfahrens geeignet ist, und mit welchem ausreichend gute in situ - 
Hybridisierungsergebnisse erzielt werden konnen, in der Preisklasse von ca, DM 
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100000,— Hinzu kommt. daS bei Verwendung z. B. von Cy-5 markierten Sonden. die 
Epifluoreszenzmikroskope zusatzlich mit einer hochwertigen CCD-Kamera ausgestattet 
sein mussen (Preis zwischen DM 30000,- und DM 50000,-)- Aus diesem Gmnd stellt 
das erfindungsgemafie Verfahren eine wesentlich billigere Me(3>methode dar, ais die 
zeitaufwendige Quantifizierung am Epifluoreszenzmikroskop. Uberdies sind die laufen- 
den Kosten des erfindungsgemafien Verfahrens mittels Fluorometer wesentlich geringer 
als die des herkommlichen Verfahrens mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Dies iiegt vor 
allem daran, daft die Quecksilberhochdrucklampen (DM 450,- pro Stuck) der Epifluo- 
reszenzmikroskope aus Qualitats- und Sicherheitsgrunden spatestens alle 100 Be- 
triebsstunden erneuert werden mussen. Das enorm zeitaufwendige Zahlen spezifisch 
markierter Zellen unter dem Mikroskop fuhrt somit zu einem hohen Lampenverschleid. 
Die Xenonbogenlampe eines Fluorometers (DM 3000,-) hat selbst bei intensiver Aus- 
lastung des Gerates eine Haitbarkeit von 1 bis 3 Jahren. Einen zusatzlichen Kostenfak- 
tor stellen auch die fur die Messung benotigten Personalkosten dar. Wahrend die 
quantitative Analyse einer Umweltprobe mittels des herkommlichen Verfahrens vor al- 
lem beim Einsatz mehrerer Sonden mehrere Tage in Anspruch nimmt, sollte das erfin- 
dungsgemafie Verfahren diese Aufgabe innerhalb weniger Stunden erledigen. Fur die 
Hybridisierung und Extraktion wird ein Zeitaufwand von 3 Stunden benotigt, die Quanti- 
fizierung im Fluorometer wird nur wenige Minuten in Anspruch nehmen. Die Quantifizie- 
rung konnte auch von ungeschulten Kraften vorgenommen werden, wohingegen bei 

Idem herkommlichen Verfahren die visuelle Quantifiziemng die Fahigkeiten eines Spe- 
™sten erfordert. 
^Hhl die Erfindung im wesentlichen mit Bezug auf fluoreszenzmarkierte Sondenmo- 
^Hrvbeschrieben worden ist, versteht es sich von selbst, dali die genannten Vorteile 
b^^erwendung anderer Marker ebenfalls gegeben sind. 

Erfindungsgemafi wird weiterhin ein Kit zur Durchfuhnjng des Verfahrens zum Nachwei- 
sen von Mikroorganismen in einer Probe bereitgestellt. Der Inhalt eines solchen Kits 
richtet sich im wesentlichen nach der Natur des nachzuweisenden Mikroorganismus. Er 
umfaUt als wichtigsten Bestandteil eine fur den jeweils nachzuweisenden Mikroorganis- 
mus spezifische Nukleinsauresonde sowie eine weitere Nukleinsauresonde, mit der eine 
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Negativkontrolle durchgefuhrt werden kann. Daruber hinaus umfafit er einen Hybridisie- 
rungspuffer und gegebenenfalls einen Lysepuffer. Die Wahl des Hybridisierungspuffers 
hangt in erster Linie von der Lange der ven^^endeten Nukleinsauresonden ab. So mus- 
sen, wie dem Fachmann bekannt ist. fur die Hybridisierung einer Nukleinsauresonde 
von 15 Nukleotiden Lange weniger stringente Bedingung gewahit werden als fur die Hy- 
bridisienjng einer Sonde von 75 Nukleotiden Lange. Beispiele fur Hybridisierungsbedin- 
gungen sind z. B. in Stahl & Amann, 1991, angegeben. 

Die Zusammensetzung des Lysepuffers ist ebenfalls vom jeweiligen Mikroorganismus 
abhangig. So sind zur Lyse von Virushullen, ZellwSnden Gram-positiver oder Gram- 
negativer Bakterien, Zellmembranen von Hefe oder Algen jeweils leicht unterschiedliche 
Bedingungen erforderlich, die ohne weiteres in der Literaturfestgestellt werden konnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der erfindungsgemBe Kit spezifische 
Sonden zum Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella. In einer besonders be- 
vorzugten Ausfuhrungsfonm handelt es sich bei dem Nukleinsauresondenmolekul zum 
spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus urn die Nukieinsauresequenz Salm63: 
5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' und bei der Negativkontrolle um die Sequenz 
NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' oder um Nukleinsauresondenmoiekuie, die 
sich von Salm63 und/oder NonSalm durch eine Deletion und/oder Addition unterschei- 
l^n, wobei die Fahigkeit dieser Sonden, mit Sa/mor?e//a-spezifischer Nukleinsaure zu 
jjdisieren, erhalten bleibt, oder um Nukleinsauresondenmoiekuie. die mit den zuvor 

f '— 

BIgenden Abbildungen und das Beispiel erlautem die Erfindung, ohne sie einzu- 
scfPfenken 



Abbildungen 



Abbildung 1 veranschaulicht, wie das erfindungsgemade Verfahren zur Detektion von 
Zellen eines Typs A eingesetzt werden kann, wShrend gleichzeitig die Anwesenheit von 
Zellen eines Typs B ausgeschlossen wird. Dazu werden Nukleinsauresonden, die fur die 
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Zelltypen A und B spezifisch sind. bereitgestellt und mit der zu untersuchenden Probe 

hybridisiert. Wahrend des Hybridisierungsvorganges dringen die verschiedenartig mar- 
kierten Sonden A und B in die Zellen vom Typ A und C ein. Nur die Zelle vom Typ A 
enthalt Zielnukleinsaure mit den Bindungsstellen fur Sonden vom Typ A, nicht jedoch die 
Zelle C. Daruber hinaus besitzt keine der beiden Zellen Bindungsstellen fur Sonden vom 
Typ B, der deshalb nicht gebunden wird. Nach dem anschliefienden Waschschritt befin- 
den sich nur noch gebundene Nukleinsauresonden vom Typ A in den Zellen. 

Die Mischung von Zellen, die zum Teil Nukleinsauresondenmolekule vom Typ A gebun- 
den haben, wird einem Abloseschritt unterworfen. Anschlie(Send konnen die nun abge- 
losten Nukleinsauresondenmolekule vom Typ A quantifiziert werden. 



Abbildung 2 zeigt das Ergebnis einer Hybridisierung von 10 in H-Milch inokuiierten S. 
typhimuhum LT2 Zellen nach 13stundiger Inkubation bei 37°C. 40 % im HP. HVL 400 



Ansatz mit Salmonellen 

Salm63-Cy3 erfalit Salmonella spec, steltt spezifisches Signal dar 

non15-Cy3 Nonsense-Sonde, reprasentiert unspezifische Bindung und Hintergrund 

^ontrolle 1) 



^^^ K ohne Salmonellen 

^^^^Cy3 erfaftt Salmonella Spec, reprasentiert den Hintergrund mit der Salmonel- 
le^^Hfifischen Sonde, da in diesem Ansatz keine Salmonellen vorhanden waren 
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BEISPIEL 1 

Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella in Milch 

1. Allgemeine Beschreibung 

Das nachfolgend beschriebene Verfahren. von den Anmeldem "SalmoQuick-Verfahren" 
genannt, dient zur qualitativen Analyse von Bakterien der Gattung Salmonella in Le- 
bensmitteln auf der Grundlage des erfindungsgemaaen Verfahrens. Die Identifizierung 
von Salmoneilen erfolgt in 24 Stunden; dadurch ergibt sich ein erhebliciner Geschwin- 
digkeitsvorteil gegenuber konventionellen Methoden, die fur eine Identifiziemng je nach 
taxonomischer Genauigkeit zwischen 5 und 14 Tagen benotigen. 

2. Grundprinzip 

Salmoneilen in Milch werden durch gegen rRNA-gerichtete fluoreszenzmarkierte Oligo- 
nukieotidsonden spezifisch erfa(3>t. Nach entsprechend stringenten Waschschritten wer- 
den die gebundenen Sonden wieder von ihren Zielstellen in den Bakterien abgelost und 
in einem Fluorometer quantifiziert. Durch die Hohe des erhaltenen Signals im Fluorome- 
ter kann eine Aussage daruber getroffen werden, ob in der Milch Salmoneilen anwesend 
sind Oder nicht. 

3. KutTzbeschreibung 

Die Mitehprobe, die auf die Anwesenheit von Salmoneilen untersucht werden soil, wird 
^gjn^i-ere Stunden inkubiert. Auf diese Weise wird sichergestellt, dali durch die Vermeh- 
\ runoder eventuell in der Milch vorhandenen Salmoneilen erstens genugend Zielstellen 
fUrtlie Detektion mit Sonden vorhanden sind und zweitens nur lebende Salmoneilen 
identifiziert werden. Ein Populationsshift durch die mehrstundige Inkubation ist unschad- 
lich, da es nur um die Gegenwart oder Abwesenheit von Salmoneilen, nicht jedoch um 
den Nachweis aller Bakterien geht. Nach der Zentrifugation und der Fixierung der Zel- 
len, wahrend der die Zellen fur die Sonden zuganglich gemacht werden, konnen durch 
einen Lyseschritt die die anschlieliende Hybridisierung storenden Proteine ausreichend 
gut entfemt werden. WShrend der anschliefienden Hybridisieaing binden unter ausrei- 
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chend stringenten Bedingungen die fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden spezi- 
fisch an die rRNA oder Bakterien der Gattung Salmonella. Der anschlieflende Wasch- 
schritt sorgt fur eine Entfernung der nicht gebundenen Sonden. Wahrend einer weiteren 
Behandlungsprozedur werden die spezifisch gebundenen Sonden aus den Zellen ex- 
trahiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe dieser Sonden konnen dann in einem Fluorometer 
quantifiziert werden. Die Hohe des erhaltenen Signals gibt Auskunft daruber, ob Salmo- 
nellen in der Mllchprobe vorhanden waren Oder nicht 

4. Technische Ausstattung 

4.1 Vorbereituna der Probe 

Zur Probenvorbereitung werden benotigt: 
Probengefafi (Greiner, Nurtingen) 
Rundschuttler 

• Greiner Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen / Minute) 

4.2 In situ-Hvbridisierunq 

Fur die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

• Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen / Minute) 

1 Heizblock und 1 Wasserbad oder 2 Heizblocke 
Hybridisierungsofen 

4.3 Quantifizienjnqsqerat 

• Fluorometer, Chemiluminometer oder Szintiliator 

5. Materialien 

5.1 Vorbereituna der Probe 

Folgende Materialien wurden zur Verarbeitung der Probe einschlieftlich der Zeilfixierung 
verwendet: 

• 9 ml Saline-Rohrchen 0.9 % NaCI in H20dest. 

• Tryptic Soy Medium (TS-Medium) 
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Casein Pepton 15,0 g 

Soja Pepton 5,0 g 

NaCI 5,0 g 

HzOdest. PH 7.3 



Lyse-Puffer: 
Na2HP04 
NaCI 
EDTA 
NaOH 

H20(jest. 



100 mM 
150 mM 
10 mM 
40 mM 
ad 50ml 



PBS-Stammlosung (NaxP04) 
200 mM NaH2P04 

200 mM Na2HP04 pH 7,2 - 7,4 



3 X PBS-Losung 
390 mM NaCI 

30 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 



1 X PBS-LOsung 
130 mM NaCI 

10 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7.2 - 7.4 



4% Paraformaldehydlosung : Herstellbar durch 

Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem H20bidest; 
tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des Paraformal- 
dehyds; anschiieCend Hinzufugen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkuhlung der Losung auf 
ca. 20'C. Etnstellen des pH-Wertes mit 1 M HCI auf 7.2 - 7,4; Sterilfiltration der ferti- 
gen PFA-LOsung uber einen 0,2pm Filter (MILLIPORE. Eschborn). Die Losung kann 
bei 4'C Kir ca. eine Woche aufbewahrt werden; EInfrieren Qber mehrere Monate ist 
ebenfalls mOgiich. 
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5.2 In situ-Hvbridisierung 

• Formamid (Merk, Darmstadt) 

Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/pl 
(spezifische und unspezifische Sonde) 



AblOsepuffer (2 ml): 
0,01 M Tris/HCI 



pH 9.0 



Hybridisierungspuffer (2 ml mit x% Formamidgehalt): 



5 M NaCI 
1 M Tris/ 
Formamid 
10' (w/v) SDS 
ed H2O bidest 



pH 8,0 



360 |jl 
40 pi 

y Ml 
2 pi 
2 ml 



Waschpuffer (2 ml): 

5 M NaCI 18,4 pi 

1 M Tris/HCI pH 8,0 40 pi 

0,5(^£QTA pHS.O 20 pi 

■fO" (w/v) SDS 2 pi 

SdfiiO bidest 2 ml 



Sonden: 
Salm63: 
NonSalm: 



5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 



verwendeter Fluoreszenzfarbstoff: Cy3 
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6. Durchfuhrung 

6.1 Vorbereitunq der Milch 

1. Milchproben und TS-Medium ca. 20 min auf 37X vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml vorgewarmtem TS-Medium zu 25 ml vorgewarmter Milch in ei- 
nem 50 ml fassenden Probengefa(2>. 

3. Inkubation bei 30" uber Nacht (13 Stunden) auf dem RundschOttler. 

4. Zentrifugation der 50 ml ProbengefafJe zur Zellemte bei 8000 Umdrehungen/min fur 
8 min. 

5. Resuspension des Pellets mit 25 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und 
Fetten der Milch von den Zellen und anschiie(2>ende?> Inkubation fur 10 min bei RT 
(Raumtemperatur). 

6. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

7. Wiederholung der Resuspension und Inkubation mit Lysepuffer (siehe 4.) 

8. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

9. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 pi 1 x PBS und Uberfuhrung in ein 
Eppendorf-ReaktionsgefaR. Spulen des 50 ml ProbengefafSes mit 600 |jl 1 x PBS. 

10. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaRe bei 1400 Umdrehungen/min 
fur 6 min. 

11. VeoA^erfen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 



18 



12. Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafle bei 14000 Umdrehungen/min 
fur 6 min. 

13. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 200 |jI 
1 X PBS. 

14. Zugabe von 600 jjl einerfrisch hergestellten 4%igen Parafomnaldehydlosung. 

15. Inkubation fur 1 Stunde bei 4°C. 

16. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

17. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 
1 ml 1 xPBS. 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min, 

19. VenA^erfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
6.2 in situ-Hvbridisierunq 

1 . Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48*'G im Wasserbad Oder im Heizblock 
fur ca. 20 min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-ReaktionsgefaSe (mit dem zuruckgebliebenen Zellpel- 
let) auf den Heizblock (auf BO^'C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 80**C. 

3. Nach der 5 minutigen Inkubation bei 80°C Zugabe von 80 |j| des vorgewarmten Hy- 
bridisierungspuffers in jedes Eppendorf-Reaktionsgefafi. 
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Zugabe von je 2.5 [jI derfrisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" 
zu zwei der vier Milchproben-Ansatze, 

Zugabe von je 2,5 pi derfrisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "nonSalm63- 
Cy3" zu den beiden verbleibenden Milchproben-Ansatzen, 

Heftig Durchmischen der Eppendorf-Reaktionsgefalie fur 10 Sekunden und kurzes 
(2 Sekunden) Abzentrifugieren mittels einer kieinen Tischzentrifuge. 

Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaG^e fur 2 Stunden bei 46X im Hybridisie- 
rungsofen Oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der Sonde mit der 
Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 

Vorwarmen des Waschpuffers auf 48X im Wasserbad Oder im Heizblock. 

Nach der Inkubation fur 2 Stunden bei 46X Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefafJe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

0. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 |jl Pipette 
ohne das Pellet zu beruhren, 

1 . Zugabe von 1 00 pi vorgewanntem Waschpuffer. heftiges Durchmischen der 
Eppendorf-ReaktionsgefaRe fur 5 Sekunden und Uberfuhrung ins Wasserbad bei 
48X fur 20 Minuten (Entfernen der nicht gebundenen Sondenmolekule unter strin- 
genten Bedingungen). 

2. Vorwarmen des Abl6sepuffers auf 80°C im Heizblock. 

3. Nach 20 minutiger Inkubation bei 48X Zentrifugation der Eppendorf-Reaktions- 
gefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 
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14. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 pi Pipette 
ohne das Pellet zu beruhren. 

15. Zugabe von 110 pi vorgewarmtem Ablosepuffer, heftiges Durchmischen der 
Eppendorf-Reaktionsgefafie fur 5 Sekunden und Uberfuhrung auf den Heizblock 
auf 80X fur 15 min (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

16. Nach 15 minutiger Inkubation bei SO^^C Zentrifugation der Eppendorf-Reaktions- 
gefalie bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

17. Vorsichtige Uberfuhrung des Uberstandes mit einer 200 pl Pipette ohne das Pellet 
zu beruhren in neue 1.5 ml Reaktionsgefafie und anschlieliend Lagerung auf Eis im 
Dunkein bis zur Vermessung. 

1 8. Fluorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung (Excitation 
v^avelength") und auf 570 nm ("Emission wavelenght") zur Messung der Emission 
des Cy3-Farbstoffes einstellen. 

19. High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstellen 
(400 bis 800 HVL). 

20. 107 pi Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fur die Fluorometrie fullen. 

21 . Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

22. Eppendorf-Reaktionsgefafie kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf 
Raumtemperatur vorwarmen. 

23. Einfullen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die Prazisions- 
glaskuevette fur die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 
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24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden. da nach dem Offnen der Abdeckung des 
Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit "Salm53- 
Cy3" hybridisierten Milchprobe abzuglich dem Fluoreszenzwert der mit "nonSalm- 
Cy3" hybridisierten Milchprobe. 

7. Ergebnis 

Das Ergebnis des oben beschriebenen Versuches ist in Abb. 2 gezeigt. Es ist eindeutig 
zu sehen, daft das Salmonellen-spezifische Signal urn ein Vielfaches hoher ist als eine 
ebenfalls geprufte unspezifische Bindung, Auch der Sondenhintergrund war kaum 
nachweisbar. 
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PATENTANSPRUCHE 

Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe mittels einer Nu- 
kleinsauresonde, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren derfixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren Nukleinsaure- 
sondenmolekulen; 

c) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule; 

d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und 

e) Detektieren und gegebenenfalis Quantifizieren der abgelosten Nukleinsaure- 
sondenmolekule, 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsaurensonde komplementar zu ei- 
ner chromosomalen Oder episomalen DNA, einer mRNA oder rRNA ist ais nach- 
weisenden Mikroorganismus ist, 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, wobei die Nukleinsauresonde kova- 
lent mit einem detektierbaren Marker verbunden ist. 

Verfahren nach Anspruch 3, wobei der detektierbare Marker ausgewahit ist aus 
der Gruppe der folgenden Marker: 

a) Fluoreszenzmarkierung; 

b) Chemolumineszenzmarkierung; 



c) radioaktive Markierung; 
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d) enzymatisch aktive Gruppe; 

e) Hapten; 

f) einer durch Hybridisiemng nachweisbaren Nukleinsaure. 

Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei der Mikroorganismus ein ein- 
zelliger Mikroorganismus ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei der Mikroorganismus eine 
Hefe, ein Bakterium, eine Alge Oder ein Pilz ist. 

Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Mikroorganismus der Gattung Salmonella 
angehort. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Probe eine Umweltprobe 
ist und aus Wasser, Boden Oder Luft entnommen ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Probe eine Lebensmlttel- 
probe ist. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Probe aus Milch Oder Miichprodukten, 
Trinkwasser, Getranken, Backwaren Oder Fleischwaren entnommen ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Probe eine medizinische 
Probe ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 1 , wobei die Probe aus Gewebe. Sekreten Oder Stuhl 
gewonnen ist. 
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13. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, wobei die Probe aus Abwasser ge~ 
wonnen ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Probe aus Belebtschlamm. Faulschlamm 
Oder anaeroben Schlamm gewonnen ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7. wobei die Probe aus einem Biofilm 
gewonnen wird. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 1 5, wobei der Biofilm aus einer industriellen Anlage ge- 
wonnen wird, bei der Abwasserreinigung gebildet wurde Oder ein naturlicher Bio- 
film ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Probe einem pharmazeu- 
tischen Oder kosmetischen Produkt entnommen ist. 

18. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 17, enthal- 
tend 

a) einen Hybridisierungspuffer; 

b) Nukleinsauresonden 

b1) zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus 
b2) zum Durchfuhren einer Negativkontrolle. 

19. Kit nach Anspruch 18, enthaltend spezifische Sonden zum Nachweis von Bakteri- 
en der Gattung Salmonella, 
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Kit nach Anspruch 19, enthaltend die Nukleinsauresonden 

Salm63: 5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 

und 

NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 

Oder eine Nukleinsauresonde, die sich von Salm63 und/oder NonSalm durch eine 
Deletion und/oder Addition unterscheidet, wobei die Fahigkeit dieser Sonde, mit 
Sa//7?one//a-spezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalten bleibt, oder eine 
Nukleinsaure, die mit den zuvor genannten Nukleinsauren hybridisieren kann. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfmdung bezieht sich auf ein Verfahren zum Nachweis von Mikroor- 
ganismen in einer Probe mittels einer Nukleinsauresonde. Herkonnmliche Verfahren sind 
z, B, die in situ -Hybridisierung von Mikroorganismen mit floureszenzmarkierten Oligonu- 
kleotidsonden (Fluoreszierende in situ -Hybridisierung). Nachteil dieser Methode ist die 
Notwendigkeit. die Auswertung am Epifluoreszenzmikroskop vorzunehmen. Erfindungs- 
gemafi werden die Nachteile des in situ -Hvbridisierunqsverfahrens ubeoA/unden, indem 
die nachzuweisenden Mikroorganismen in einer Probe mit einer spezifischen Nuklein- 
sauresonde hybridisiert werden, nicht hybridisierte Nukleinsauresondenmolekule ent- 
fennt werden und die hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule abgeiost und an- 
schlieliend detektiert und gegebenfalls quantifiziert werden. 



Abb. 1 




Schnelle, automatisierbare Quantifizierung 
der Fluoreszenzmolekiile 



Abb. 2 




Salm55-Cy3 norM5-Cy3 5aJm6>Cy3 

Anssc: mil Ansaa oftne 

SaJmcnellen Salmooellen 
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eine Entfemung der nicht gebundenen Sonden. Wahrend einer weiteren Behandlungsprozedur 
werden die spezifisch gebundenen Sonden aus den Zellen extrahiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe 
dieser Sonden konnen dann in einem Fluorometer quantifiziert werden. Die Hohe des erhaltenen 
Signals gibt Auskunft daniber, ob Salmonelien in der Milchprobe vorhanden waren oder nicht. 

4. Technische Ausstattrmg: 

4.1 Vorbereitung der Probe 

Zur Probenvorbereitung werden benotigt: 

• Probengefafl (Greiner, Niirtingen) 

• Rundschuttler 

• Greiner-Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

4.2 In situ-Hybridisierung 

Fiir die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

• Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen / Minute) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 

4.3 Quantifizierungsgerat 

• Fluorometer, Chemiluminometer oder Szintillator 
5. Materialien 

5.1 Vorbereitung der Probe 

Folgende Materialien wurden zur Verarbeitung der Probe einschlieBlich der Zellfixierung 
verwendet: 

• 9 ml Saline-Rohrchen 0,9 % NaCl in H20dest. 
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Tryptic Soy Medium (TS-Medium) 

Casein Pepton 15,0 g 

Soja Pepton 5,0 g 

NaCi 5,0 g 

HAcs.. ad 11 pH 7,3 



• Lyse-Puffer: 
Na2HP04 
NaCl 
EDTA 
NaOH 



100 mM 
150 mM 
10 mM 
40 mM 



PBS-Stammlosung (Na^POJ 
200 mM NaH2P04 

200 mM Na2HP04 pH 7,2 - 7,4 



• 3xPBS-L6sung 

390 mM NaCl 

30 mM Na^P04 (PBS-Stanmilosung) pH 7,2 - 7,4 

• 1 X PBS-Losung 

130 mM NaCl 

1 0 mM Na,P04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 



• 4% ParaformaldehydlSsung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf eO^C erhitztem HiOwd,,,.; 
tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum voIlstSndigen L5sen des Paraformaldehyds; 
anschlieBend Hinzufligen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkiihlung der LSsung auf ca. 20''C; Bins 
des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2 - 7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-L6sung Uber ei 



0,2iam-Filter (MILLIPORE, Eschbom). Die Losung kann bei 4°C fur ca. eine Woche aufbewahrt 
werden; Einfrieren iiber mehrere Monate ist ebenfails moglich. 



5.2 In situ-Hybridisierung 

• Formamid (Merk, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/^il (spezifische und unspezifische Sonde) 

Ablosepuffer (2 ml): 

0,01 MTris/HCl pH9,0 

Hybridisierungspuffer (HP, 2 ml mit x% Formamidgehalt): 



5 M NaCl 360 [il 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 nl 

Formamid y i^l 

10% (w/v) SDS 2 ^l 

ad HjObides,. 2 ml 

Waschpuffer (2 ml): 

5 M NaCl 18,4 |il 

1 M Tris/HCI pH 8,0 40 ^1 

0,5 M EDTA pH 8,0 20 |il 

10% (w/v) SDS 2^1 
ad H Aides.. 2 ml 



Sonden: 

Salm63: 5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 
verwendeter Fluoreszenzfarbstoff: Cy3 



6. Durchfuhrung 

6. 1 Vorbereitung der Milch 

1. Milchproben und TS-Medium ca. 20 min auf 37°C vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml vorgewarmtem TS-Medivim zu 25 ml vorgewSnnter Milch in einem 50 ml 
fassenden Probengefafi. 

3. Inkubation bei 30° uber Nacht (13 Stunden) auf dem Rundschuttler. 

4. Zentrifugation der 50 ml ProbengefaBe zur Zellemte bei 8000 Umdrehungen/min fur 8 min. 

5. Resuspension des Pellets mit 25 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und Fetten der 
Milch von den Zellen und anschlieBende Inkubation fur 10 min bei RT (Raumtemperatur). 

6. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

7. Wiederholung der Resuspension und Inkubation mit Lysepuffer (siehe 5.) 

8. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

9. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 ^l 1 x PBS und Oberftihrung in ein Eppendorf- 
Reaktionsgefafi. Spulen des 50 ml ProbengefaBes mit 600 jil 1 x PBS. 

10. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

11. Verwerfen des Oberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml I x PBS. 

12. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min ftir 6 min. 



13. Verwerfen des Uberstandes und voUstandige Resuspension des Pellets in 200 1 x PBS. 

14. Zugabe von 600 \x\ einer frisch hergestellten 4%igen Paraformaldehydlosung. 

15. Inkubation fur 1 Stunde bei 4°C. 

16. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

17. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 x PBS. 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

19. Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
6.2 In situ-Hybridisierung 

1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48°C im Wasserbad oder im Heizblock fur ca. 20 
min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zuriickgebliebenen Zellpellet) auf den 
Heizblock (auf 80°C vorgeheizt) und Inkubation fiir 5 min bei 80*'C. 

3. Nach der 5 miniitigen Inkubation bei 80°C Zugabe von 80 |il des vorgewSrmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

4. Zugabe von je 2,5 |il der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" zu zwei der 
vier Milchproben-Ansatze. 

5. Zugabe von je 2,5 |il der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "nonSalm63-Cy3" zu den 
beiden verbleibenden Milchproben-Ansatzen. 



6. Heftig Durchmischen der Eppendorf-ReaktionsgefalJe fur 10 Sekunden und kurzes (2 
Sekunden) Abzentrifiigieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 2 Stunden bei 46°C im Hybridisierungsofen 
Oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisienmg der Sonde mit der Zielsequenz unter 
stringenten Bedingungen). 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48°C im Wasserbad oder im Heizblock. 

9. Nach Inkubation fur 2 Stunden bei 46°C Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 
14000 Umdrehungen/min ftir 6 min. 

10. VolIstandiges Abnehmen und Verwerfen des tJberstandes mit einer 200 (il-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren. 

1 l.Zugabe von 100 |al vorgewarmtem Waschpuffer, heftiges Durchmischen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberftihrung ins Wasserbad bei 48°C fiir 20 Minuten 
(Entfemen der nicht gebundenen Sondenmolekule unter stringenten Bedingungen). 

12. Vorwarmen des AblSsepuffers auf 80°C im Heizblock. 

13. Nach 20 minUtiger Inkubation bei 48°C Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefdBe bei 
14000 Umdrehungen/min. fur 6 min. 

M.VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 ^l-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren. 

IS.Zugabe von 1 10 jal vorgewarmtem Ablosepuffer, heftiges Durchmischen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fiir 5 Sekunden und Oberftihrung auf den Heizblock auf 80°C fur 15 min 
(Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 



16.Nach 15 minutiger Inkubation bei 80°C Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefaj3e bei 
14000 Umdrehungen/min fiir 6 min. 

IT.Vorsichtige Uberfuhning des Uberstandes mit einer 200 ^l-Pipette ohne das Pellet zu beruhren 
in neue 1,5 ml Reaktionsgefafie und anschlieBend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis zur 
Vermessung. 

IS.Fluorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung (^Excitation 

wavelength") und auf 570 nm („Emission wavelength") zur Messung der Emission des Cy3- 
Farbstoffes einstellen. 

19.High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstellen (400 bis 800 HVL). 
20.107 III Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuvette fur die Fluorometrie fiillen. 

21. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf 
Raumtemperatur vorwarmen. 

23. Einfullen des die abgeloste Sonde enthahenden AblSsepuffers in die Prazisionsglaskuvette fur 
die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 

24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des Lichtkanals 
das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit "Salm63-Cy3" 
hybridisierten Milchprobe abziiglich dem Fluoreszenzwert der mit "nonSalm-Cy3" 
hybridisierten Milchprobe. 



7. Ergebnis 

Das Ergebnis des oben beschriebenen Versuches ist in Abb. 2 gezeigt. Es ist eindeutig zu sehen, 
daB das Salmonellen-spezifische Signal um ein Vielfaches hoher ist als eine ebenfalls gepriifte 
unspezifische Bindung. Auch der Sondenhintergrund war kaum nachweisbar. 

BEISPIEL 2 

Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella in 25 ml Milch bzw. 25 g Milchpulver 

Ansatz von zwei Milchproben von je 25 ml bzw. 25 g zur Hybridisierung mit den Sonden 
"Salm63-Cy3" (Cy3-5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3') und "nonSalm-Cy3" 
(Cy3-5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3'). 

A. Zellfixierung: 

Laborausstattung : 

• 100 ml- imd 1 l-Erlenmeyerkolben 

• Rundschuttler 

• ProbengefeB (Greiner, Nurtingen) 

• Greiner Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

Materialien: 

• 9 ml Saline-RShrchen 0,9 % NaCl in HjOdcst 

• gepuffertes Peptonwasser (nach §35 LMBG) mit Malachitgrunzusatz 

Fleisch Pepton 10,0 g 

NaCI 5,0 g 

Dinatriumhydrogenphosphat (* 1 2 HjO) 9,0 g 
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Kaliumdihydrogenphosphat 
Malachitgriin (Oxalat) 

H20dcsi 

225 ml-Portionen in 1 l-Erlenmeyerkolben um 
abfiillen und 15 min bei 121°C autoklavieren. 



1,5 g 
0,lg 

ad 1 1 pH 7,2 +/- 0,2 

30 tnl-Portionen in 100 ml-Erlenmeyerkolben 



• Lyse-Puffer: 
Na,HP04 

NaCl 

EDTA 

NaOH 



100 mM 

150 mM 
10 mM 
40 mM 



Zur PFA-Zellfixierung verwendete LSsungen: 
• PBS-Stammlosung (Na,P04) 
200 mM NaHjPO^ 

200 mM Na2HP04 pH 7,2 - 7,4 



• 3 X PBS-Losung 

390 mM NaCl 

30 mM Na,P04 (PBS-Stamml5sung) pH 7,2 - 7,4 

• 1 X PBS-Losung 

130 mM NaCI 

1 0 mM Na,P04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 



• 4% Parafonnaldehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem HjOwdes, ; 
tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstSndigen Losen des Paraformaldehyds; 
anschlieBend Hinzuftlgen von 16,6 ml 3 x PBS, AbkUhlung der L6sung auf ca. 20°C; Einstellen 
des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2 - 7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung uber einen 
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0. 2.m-Filter (MILLIPORE, Eschbom). Die Losung kann bei 4°C flir ca. eine Woche aufbewahrt 
werden; Einfrieren Uber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

DurchfUhrung: 

1. 225 ml gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz auf 37 "C ca. 1 Stunde vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml Milch bzw. 25 g Milchpulver zu 225ml vorgewarmtem gepufferten 
Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz und grtindlich mischen. 

3. Inkubation fiir 7,5 Stimden bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

4. Sterile Entnahme von 1 ml aus inkubiertem Ansatz und Oberfuhrung in 30 ml gepuffertes 
Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz. 

5. Inkubation uber Nacht (mind. 14 Stunden) bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

6. Oberfuhrung der inkubierten 30 ml-Ansatze in 50 ml-ProbengefaBe zur Zellemte. 

7. Zentrifiigation der Probengefafie bei 8000 Umdrehungen/min fur 8 min. 

8. Resuspension des Pellets mit 20 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und Fetten der 
Milch von den Zellen und anschlieJiende Inkubation fur 10 min bei RT. 

9. Zentrifiigation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

10. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 \i\ I x PBS und Oberfuhrung in ein 2 ml- 
ReaktionsgefaB. Spulen des 50 ml Probengefafies mit 600 nl 1 x PBS. 



11. Zentrifugation der Reaktionsgefafie bei 14000 Umdrehungen/min ftir 6min. 
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12. Verwerfen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

13. Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafie bei 14000 Umdrehungen/min fur 6min. 

14. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 450 jil 1 x PBS. 

15. Zugabe von 1350 |il einer frisch aufgetauten Paraformaldehydlosung, 

16. Inkubation fur 1 Stunde bei 4°C. 

17. Uberfiihrung von je 800 ^1 in zwei 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur die anschliefiende 
Hybridisierung mit "Salm63-Cy3" und "nonSalm-Cy3". 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

19. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 
1 X PBS. 

20. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

21 . Abnehmen imd Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
B. Hybridisierung 

Laborausstattung: 

• Tischzentriflige ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

• Fluorometer (Kontron Instruments SFM 25) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke (48°C und 80 ^C) 

• Hybridisierungsofen (46°C) 
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Materialien 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/|iil: 25 ^l "Salm63-Cy3", 25 |al "nonSalm-Cy3" 

Ablosepuffer (2 ml): 

0,01 MTris/HCl pH9,0 

Hybridisierungspuffer (2 ml mit 40% Formamidgehalt): 
5 M NaCl 360 ^1 

1 M Tris/HCl pH8,0 40 ^1 

Formamid 800 |xl 

10%(w/v)SDS 2^1 
HAidest ad 2 ml 

Waschpuffer (2ml): 

5 M NaCl 18,4^1 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 ^l 

0. 5 M EDTA pH 8,0 20 |il 
10%(w/v)SDS 2\x\ 
H20,|,„t ad 2 ml 

Durchfuhrung: 

1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im Heizblock fur ca. 20 
min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-Reaktionsgefafie (mit dem zuruckgebliebenen Zellpellet) auf den 
Heizblock (auf SO^'C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 80 °C. 



3. Nach der Inkubation bei 80 °C fur 5 min Zugabe von 160 yil des vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-Reaktionsgefafi. 
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4. Zugabe von je 3,0 jil der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" zu den zwei 
Paralleleinsatzen. 

5. Zugabe von je 3,0 ^1 der frisch aufgetauten Sonden-ArbeitslOsung "nonSalm-Cy3" zu den 
beiden verbleibenden Peirallelansatzen. 

6. Wirlen (Vortexen) der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 10 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) 
Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

7. Inkubation der Eppendorf-Reaktionsgefafie fur 2 Stunden bei 46 im Hybridisierungsofen 
oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz unter 
stringenten Bedingungen). 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 ^'C im Wasserbad oder im Heizblock. 

9. Nach der Inkubation fur 2 Stunden bei 46 °C Zentrifligation der Eppendorf-Reaktionsgefafie 
bei 14000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 

10. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren. 

1 1 . Zugabe von 1 80 |il vorgewarmtem Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf-Reaktionsgefafie fur 5 
Sekunden und Uberflihrung ins Wasserbad bei 48 ""C fur 20 Minuten (Entfemen der nicht 
gebundenen Sondenmolektile unter stringenten Bedingungen. 

12. Vorwarmen von ca. 1,4 ml Ablosepuffer auf 80 °C im Heizblock. 

13. Nach Inkubation bei 48 °C ftlr 20 min Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafie bei 
14000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 
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14. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 nl-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren. 

15. Zugabe von 130 ^il vorgewarmtem Ablosepuffer, Widen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe ftlr 
5 Sekunden und Uberfuhrung auf den Heizblock auf 80 ®C fur 1 5 Minuten (Ablosung der 
Sonde von der Zielsequenz). 

16. Nach Inkubation bei 80°C fiir 15 min Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 
14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

IT.Vorsichtige Uberfuhrung des Uberstandes mit einer 200 |al-Pipette ohne das Pellet zu beriihren 
in neue 1,5 ml-ReaktionsgefaBe und anschlieUend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis zur 
Vermessung. 

IS.Fluorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung ("Excitation 

wavelength") und auf 570 nm ("Emission wavelenght") zur Messung der Emission des Cy3- 
Farbstoffes einstellen. 

19. High Voltage Level auf die gewunschte Empfmdlichkeit einstellen (400 bis 800 HVL). 

20. 108 |il Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fiir die Fluorometrie fullen. 

21. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf 
Raumtemperatur vorwarmen. 

23. Einfullen des die abgeloste Sonde enthahenden AblOsepuffers in die Prazisionsglaskuevette 
fur die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 



24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des Lichtkanals 
das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit "Salm63-Cy3" 
hybridisierten Milchprobe abzuglich dem Fluoreszenzwert der mit "nonSalm-Cy3" 
hybridisierten Milchprobe. 

BEISPIEL 3 

Anwendung der Fast-FISH-Technik zur relativen Quantifizierung von Bakterienpopulationen in 
Belebtschlanmi (am Beispiel PPx3) 

A. Zellfixierung: 

Laborausstattung: 

• 2 ml-Reaktionsgefafie 

• Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen / Minute) 

Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 

• PBS-Stammlosung (Na^POJ 

200 mM NaH2P04 

200 mM Na2HP04 pH 7,2 - 7,4 

• 3xPBS-Lesung 

390 mM NaCl 

30 mM Na^P04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

• 1 X PBS-Losung 
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130 mM NaCl 

10 mM Na,P04 (PBS-StammlQsung) pH 7,2 - 7,4 

• 4% Paraformaldehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem HjObidest * 
tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen L5sen des Paraformaldehyds; 
anschlieBend Hinzufligen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkuhlung der Losung auf ca. 20°C; Einstellen 
des pH-Wertes mit 1 M HCI auf 7,2 - 7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung uber einen 

0. 2.im-Filter (MILLIPORE, Eschbom), Die Losung kann bei 4°C flir ca. eine Woche aufbewahrt 
werden; Einfrieren uber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

Durchfuhrung: 

1 . Zugabe von drei Teilen 4 %iger Paraformaldehydlosung zu einem Teil frisch 
gezogenerBelebtschlammprobe (z.B. 30 ml 4 %ige Paraformaldehydlosung zu 10 ml 
Belebtschlamm). 

2. Inkubation fur 3 Stunden bei 4°C. 

3. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 

4. Verwerfen des Uberstandes und voUstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 x PBS. 

5. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen/ min flir 6min. 

6. Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 

7. Resuspension des Pellets mit 250 |il 1 x PBS. 

8. Zugabe von 250 |il -18 °C-kaltem Ethanol. 
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9. Griindlich wirlen und gegebenenfalls bei -18 °C lagem (fixierte Belebtschlammprobe). 
B. Hybridisierung 
Laborausstattung : 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

• Fluorometer 

• 1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 

Materialien: 

• Eppendorf 1,5 ml ReaktionsgefaUe 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng / jil: 

25 [Ll "PPx3 655-Cy3": 5'- ACC CTC CTC TCC CGG TCT -3' 
altemativ zu PPx3 655-Cy3 kann PPx3 1428-Cy3 verwendet warden 

" PPx3 1428-Cy3 5'- TOG CCC ACC GGC TTC GGG -3' 
25 ^1 "Nonl5-Cy3": 5'- GCT AAC TAC TTC TGG AGC - 3' 
25 |il „Nonl 5-Cy5": 5*- GCT AAC TAC TTC TGG AGC - 3' 
25 III "3xEUB-Cy3": I 5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3' 

II 5*. GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

III 5'- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 
25 |Lil „3xEUB-Cy5" I 5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3' 

II 5'- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

III 5*- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3* 

Abldsepuffer (2 ml): 
0,01 MTris/HCl pH 9,0 



Hybridisierungspuffer: (2 ml mit 20% Fomiamidgehalt): 



5 M NaCl 360 |il 

1 M Tris/HCl pH8,0 40 jal 

Foraiamid 400 \xl 

10%(w/v)SDS 2\xl 

H.Obidest ad 2 ml 



Waschpuffer (2ml): 

5 M NaCl 86 |al 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 |il 

0,5 M EDTA pH 8,0 20 |il 

10%(w/v)SDS 2^1 

H20bidest ad 2 ml 



Ansatz ( genaues Vorgehen: siehe "Durchfuhrung"): 

1. 2x defmiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe (10 bis 100 ^1) + 3xEub-Cy3 

2. 2x defmiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 

3. 2x defmiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + Nonl5-Cy3 

4. 2x defmiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + Nonl5-Cy5 

5. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 + PPx3 655-Cy3 
oderPPxS 1428-Cy3 



Durchflihrung: 

1 . Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im Heizblock fiir ca. 20 
min. 



2. Uberfiihrung eines definiertes Volumens PFA-fixierter Belebtschlammprobe (10 bis 100 jal) in 
Eppendorf-ReaktionsgefaBe 



3. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 
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4. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 lil-Pipette ohne das Pellet zu 
beriihren. 

5. Uberfuhrung der Eppendorf-Reaktionsgefafie (mit dem zuriickgebliebenen Zellpellet) auf den 
Heizblock (auf 80 °C vorgeheizt) iind Inkubation fiir 5 min bei 80 °C. 

6. Nach der Inkubation bei 80 °C fur 5 min Zugabe von 80 jil des vorgewSrmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

7. Zugabe von je 2,5 |il der entsprechenden frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung zu den 
Belebtschlamm-Ansatzen (siehe unter "Ansatz"). 

8. Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 10 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) 
Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

9. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 2 Stunden bei 46 im Hybridisierungsofen 
Oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz unter 
stringenten Bedingungen). 

10. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 im Wasserbad oder im Heizblock. 

1 1 . Nach der Inkubation fur 2 Stunden bei 46 °C Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe 
bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

12. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren. 

13. Zugabe von 100 \xl vorgewarmtem Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe ftir 5 
Sekunden und Uberfuhrung ins Wasserbad bei 48 °C fiir 20 Minuten (Entfemen der nicht 
gebundenen Sondenmolekiile unter stringenten Bedingungen). 



14. Vorwarmen des Ablosepuffers auf 80 °C im Heizblock. 

15. Nach Inkubation bei 48 °C fur 20 min Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafie bei 
14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

16. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet zu beruhren. 

17. Zugabe von 1 10 |li1 vorgewarmtem Ablosepuffer, Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 
5 Sekunden und Uberftihrung auf den Heizblock auf 80 ""C fur 15 Minuten (Ablosung der 
Sonde von der Zielsequenz). 

18. Nach Inkubation bei 80°C fur 15 min Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 
14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

19. Vorsichtige Uberfuhrung des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das Pellet zu 
beruhren in neue 1,5 ml-Reaktionsgefafie und anschliefiend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis 
zur Vermessung. 

20. Fluorometer anschalten. 

21. Fur die Vermessung der Cy3-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 550 nm 
("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 570 nm ("Emission 
wavelenght") einstellen. 

22. Fur die Vermessung der Cy5-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 644 nm 
("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 659 nm ("Emission 
wavelenght") einstellen. 
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23. Bei Ansatzen mit beiden Farbstoffen (PPx3-Cy3 und 3xEub-Cy5) wird stets zuerst der Cy5- 
Wert und danach der Cy3-Wert bestimmt (wegen Ausbleicheffekten). 

24. High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstelUen (400 bis 800 HVL). 

25. 108 |il Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fur die Fluorometrie fuUen. 

26. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

27. Eppendorf-Reaktionsgefafie kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf 
Raumtemperatur vorwarmen. 

28. Einfullen des die abgeloste Sonde enthaltenden AblSsepuffers in die Prazisionsglaskuevette 
fur die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 

29. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des Lichtkanals 
das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

Berechnung des relativen Anteils der PPx3-Zellen im untersuchten Belebtschlamm: 

Durchschnittlicher MeBwert der Belebtschlammprobe (BP^ mit 3xEub-Cv = Korrekturfaktor 
Durchschnittlicher MeBwert der BP mit 3xEub-Cy5 

Relativer Anteil der PPx3 Zellen in Prozent = 

(MeBwert BP mit PPX3-Cv3 - durchschnittl. MeBwert BP mit Nonl5-Cv3^ x 100 

(MeBwert BP mit 3xEub-Cy5 - durchschnittl. MeBwert BP mit Nonl5-Cy5) x Korrekturfaktor 
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patentansprOche 

1 . Verfahren zum Nachweisen von Mikxoorganismen in einer Probe mittels einer Nu- 

kleinsauresonde, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren Nukleinsauresondenmolekulen; 

c) Entfemen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekiile, 

d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und 

e) Detektieren und gegebenenfails Quantifizieren der abgelosten Nukleinsauresondenmolekiile. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , worin in Schritt d) kein Formamid eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die in Schritt d) verwendete Abloselosung 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasser, gepuffertem Wasser, DMSO und SSC. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin es sich bei der Abloselosung um 0,001-1,0 M Tris/HCl, pH 
9,0 +/- 2,0 handelt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, worin es sich bei der Abloselosung um 0,01 M Tris/HCl, 
pH 9,0 +/- 2,0 handelt. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin Schritt d) bei einer Temperatur 
von 50-lOO^C erfolgt. 
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7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin Schritt d) bei einer Temperatur 
von unter 100° erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin Schritt d) bei einer Temperatur 
von ungefahr 80°C durchgeftihrt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin die Nukleinsauresonde 
komplementar zu einer chromosomalen oder episomalen DNA, einer mRNA oder rRNA eines 
nachzuweisenden Mikroorganismus ist. 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin die Nukleinsauresonde kovalent 
mit einem detektierbaren Marker verbunden ist, 

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin der detektierbare Marker ausgewahlt ist aus der Gruppe 
der folgenden Marker: 

a) Fluoreszenzmarker, 

b) Chemolumineszenzmarker, 

c) radioaktiver Marker, 

d) enzymatisch aktive Gruppe, 

e) Hapten, 

f) durch Hybridisierung nachweisbare Nukleinsaure. 

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der Mikroorganismus ein 
einzelliger Mikroorganismus ist. 

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der Mikroorganismus eine Hefe, 
ein Bakterium, eine Alge oder ein Pilz ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der Mikroorganismus der Gattung Salmonella angehort. 
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